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Основные положения
• В качестве потенциальных клеточных маркеров вазоспастической дисфункции эндотелия це-

лесообразно рассматривать экспрессию эндотелиальной NO-синтазы и ее фосфорилированных 
форм, механочувствительных транскрипционных факторов, а также маркеров нитрозативного и 
окислительного стресса.

• В число вероятных клеточных маркеров провоспалительной дисфункции эндотелия могут 
входить транскрипционные факторы эндотелиально-мезенхимального перехода, провоспали-
тельные транскрипционные факторы, механочувствительные транскрипционные факторы, инду-
цибельные молекулы клеточной адгезии, компоненты базальной мембраны и основные эндотели-
альные интегрины.

• Клеточными маркерами протромботической дисфункции эндотелия могут быть компоненты 
эндотелиального гликокаликса, а также мембранные и цитоплазматические анти- и протромботи-
ческие молекулы, ответственные за регуляцию локального и системного гемостаза.

СОВРЕМЕННЫЕ ПОДХОДЫ К ИДЕНТИФИКАЦИИ КЛЕТОЧНЫХ МАРКЕРОВ 
ДИСФУНКЦИИ ЭНДОТЕЛИЯ

Резюме

В обзоре рассматриваются несколько групп потенциальных клеточных мар-
керов различных видов дисфункции эндотелия: вазоспастической, провос-
палительной и протромботической. Проведен анализ научных данных по 
исследованию молекул, дифференциально экспрессируемых в дисфункцио-
нальных эндотелиальных клетках, приводятся результаты ретроспективного 
анализа соответствующей литературы в базе данных PubMed за последние 
45 лет. Иммуногистохимический анализ развития вазоспастической дис-
функции эндотелия подразумевает измерение экспрессии эндотелиальной 
NO-синтазы и ее фосфорилированных форм (серин-113/117, треонин-495, 
серин-632, серин-1176/1177), механочувствительных транскрипционных 
факторов (KLF2, KLF4 и NRF2), маркеров нитрозативного стресса (3-ни-
тротирозин и 6-нитротриптофан), маркеров окислительного стресса (свя-
занные с малондиальдегидом или метилглиоксалем белки, ксантиноксидаза 
и изоформы NADPH-оксидазы NOX1, NOX2, NOX4 и NOX5). В качестве 
вероятных иммуногистохимических маркеров провоспалительной дисфунк-
ции эндотелия предлагаются N-кадгерин как маркер мезенхимальных кле-
ток в сочетании с потерей эндотелиальных маркеров (CD31 и VE-кадгери-
на), транскрипционные факторы эндотелиально-мезенхимального перехода 
(Snail, Slug, Twist1 и Zeb1), провоспалительные транскрипционные факто-
ры (NF-κB, IRF1, IRF3, IRF5, IRF7, AP-1, ATF1, ATF2, ATF3, ATF4, ATF6, 
EGR-1, EGR-3, STAT1, STAT3 и STAT4), NLRP3 как маркер инфламмасом, 
вышеуказанные механочувствительные транскрипционные факторы, ин-
дуцибельные молекулы клеточной адгезии (VCAM1, ICAM1, E-селектин), 
а также компоненты базальной мембраны (ламинин, коллаген IV типа, ни-
доген-1, нидоген-2, перлекан, фибронектин) и эндотелиальные интегрины 
(α2β1, α3β1, α5β1, α9β1, αvβ3, αvβ5). В свою очередь, иммуногистохимиче-
ский анализ протромботической дисфункции эндотелия может основывать-
ся на оценке экспрессии компонентов эндотелиального гликокаликса (при 
помощи иммунофлюоресцентного окрашивания UEA-1, связывающегося с 
фукозилированными гликанами, или посредством иммуногистохимическо-
го окрашивания на синдекан-1, гепарансульфат, хондроитинсульфат, гиа-
луроновую кислоту, перлекан и глипикан-1), а также на оценке экспрессии
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Highlights
• Potential cellular markers of vasospastic endothelial dysfunction include endothelial NO synthase 

and its phosphorylated forms, mechanosensitive transcription factors, as well as markers of nitrosative 
and oxidative stress.

• Probable cellular markers of proinflammatory endothelial dysfunction may encompass 
transcription factors of the endothelial-mesenchymal transition, proinflammatory transcription factors, 
mechanosensitive transcription factors, inducible cell adhesion molecules, components of the basement 
membrane, and key endothelial integrins.

• Cellular markers of prothrombotic endothelial dysfunction may include components of the endothelial 
glycocalyx, as well as membrane and cytoplasmic anti- and prothrombotic molecules responsible for 
regulating local and systemic hemostasis.

Abstract

This review examines several groups of potential cellular markers for various types 
of endothelial dysfunction: vasospastic, proinflammatory, and prothrombotic. For 
this purpose, we screened the PubMed database for the respective publications 
over the past 45 years. Immunohistochemical analysis of the development 
of vasospastic endothelial dysfunction involves measuring the expression 
of endothelial NO synthase and its phosphorylated forms (serine-113/117, 
threonine-495, serine-632, serine-1176/1177), mechanosensitive transcription 
factors (KLF2, KLF4, and NRF2), markers of nitrosative stress (3-nitrotyrosine 
and 6-nitrotryptophan), and oxidative stress markers (proteins associated with 
malondialdehyde or methylglyoxal, xanthine oxidase, and isoforms of NADPH 
oxidase NOX1, NOX2, NOX4, and NOX5). Potential immunohistochemical 
markers of proinflammatory endothelial dysfunction include N-cadherin as a 
mesenchymal cell marker in combination with the loss of endothelial markers 
(CD31 and VE-cadherin), transcription factors of endothelial-mesenchymal 
transition (Snail, Slug, Twist1, and Zeb1), proinflammatory transcription factors 
(NF-κB, IRF1, IRF3, IRF5, IRF7, AP-1, ATF1, ATF2, ATF3, ATF4, ATF6, EGR-
1, EGR-3, STAT1, STAT3, and STAT4), NLRP3 as a marker of inflammasomes, 
the aforementioned mechanosensitive transcription factors, inducible cell 
adhesion molecules (VCAM1, ICAM1, E-selectin), as well as components of the 
basement membrane (laminin, type IV collagen, nidogen-1, nidogen-2, perlecan, 
fibronectin) and endothelial integrins (α2β1, α3β1, α5β1, α9β1, αvβ3, αvβ5). 
Immunohistochemical analysis of prothrombotic endothelial dysfunction may 
rely on assessing the expression of components of the endothelial glycocalyx (via 
immunofluorescent staining with UEA-1, which binds to fucosylated glycans, 

его антитромботических (антитромбин III, ингибитор тканевого фактора, 
тромбомодулин, CD39, CD73) или протромботических белков (гепараназа, ги-
алуронидаза, ангиотензинпревращающий фермент 2, фактор фон Виллебран-
да). Верификацию иммуногистохимических маркеров, дифференциально 
экспрессируемых в контрольных и модельных животных, целесообразно осу-
ществлять в ассоциации с электронной микроскопией в обратно-рассеянных 
электронах с целью установления ассоциативных и корреляционных связей 
между молекулярными маркерами и патоморфологическими изменениями.
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• Воспаление • Клеточные маркеры • Иммуногистохимия • Электронная 
микроскопия
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Понятие о дисфункции эндотелия. Виды дис-
функции эндотелия. Пусковые факторы, моле-
кулярные признаки и патологические послед-
ствия дисфункции эндотелия.

Внутренняя выстилка сосудов и клапанов серд-
ца (эндотелий) представляет собой полупроницае-
мый барьер, регулирующий обмен жидкости и ме-
таболитов (в том числе питательных веществ) меж-
ду циркулирующей кровью и органами (включая 
собственно сосудистую стенку), физиологическое 
функционирование которого имеет критическое 
значение для поддержания гомеостаза элементов 
системы кровообращения [1]. Физиологическое со-
стояние эндотелиальных клеток (ЭК) в коронарных 
артериях поддерживается ламинарным потоком и 
циркулирующими цитопротективными факторами 
(к примеру, липопротеинами высокой плотности 
[2–4]). При различных патологических состояни-
ях (к примеру, дислипидемии и эндотоксемии), 
острых (COVID-19) и хронических заболеваниях 
(сахарном диабете, хронической болезни почек, 
ожирении, старческой астении, гиперпаратирео-
зе и других) [5–9] и в сегментах с исходно турбу-
лентным потоком крови (дуга аорты, бифуркации и 
ответвления сосудистого русла) [5, 6, 10] происхо-
дят изменения физиологического профиля генной 
и белковой экспрессии ЭК и развивается комплекс 
молекулярных изменений, объединяемых терми-
ном «дисфункция эндотелия» [1, 11–13]. Признака-
ми дисфункциональных ЭК являются: 1) потеря це-
лостности межклеточных контактов и повышение 
сосудистой проницаемости; 2) потеря атромбоген-
ных свойств (в том числе за счет изменения состава 
или разрушения эндотелиального гликокаликса); 3) 
нарушение баланса между выделяемыми в микро-
окружение и системный кровоток вазоконстрикто-
рами и вазодилататорами (в первую очередь за счет 
нарушения метаболизма монооксида азота (NO) и 
снижения его биодоступности); 4) повышение экс-

прессии молекул клеточной адгезии в сочетании с 
увеличением выделения провоспалительных цито-
кинов [1, 11–13].

В зависимости от этиологического фактора, 
молекулярных изменений в ЭК и патологических 
последствий дисфункцию эндотелия принято раз-
делять на: 1) вазоспастическую (с преобладанием 
нарушения баланса между выделяемыми вазокон-
стрикторами и вазодилататорами, главным образом 
за счет снижения количества выделяемых вазоди-
лататоров); 2) провоспалительную (с преобладани-
ем повышения количества выделяемых цитокинов 
и увеличения экспрессии молекул клеточной адге-
зии, являющихся рецепторами для моноцитов, что 
сопровождается развитием эндотелиально-мезен-
химального перехода (ЭндоМТ), потерей целостно-
сти межклеточных контактов и повышением сосу-
дистой проницаемости); 3) протромботическую (с 
преобладанием снижения атромбогенных свойств 
эндотелиального гликокаликса и белков клеточной 
мембраны) [1, 11–13].  Разнообразие форм дис-
функции эндотелия в том числе объясняется суще-
ственной молекулярной гетерогенностью эндоте-
лия различных органов (непрерывный эндотелий 
капилляров кожи, мышц, легких, камер и клапанов 
сердца и центральной нервной системы; фенестри-
рованный эндотелий желез внутренней секреции, 
кишечных микроворсинок и почечных клубочков; 
прерывистый эндотелий синусоидных капилля-
ров печени, костного мозга и селезенки), эндоте-
лия различных сосудов (артериального, венозного, 
лимфатического и микрососудистого эндотелия), 
а также эндотелия сосудистых сегментов с лами-
нарным и турбулентным потоком [14, 15]. К пато-
логическим последствиям вазоспастической дис-
функции эндотелия можно отнести артериальную 
гипертензию [1], в том числе легочную [16], и раз-
витие периферических вазоспастических реакций. 
Провоспалительная дисфункция эндотелия вызы-

or through immunohistochemical staining for syndecan-1, heparan sulfate, 
chondroitin sulfate, hyaluronic acid, perlecan, and glypican-1), as well as 
evaluating the expression of its antithrombotic (antithrombin III, tissue factor 
inhibitor, thrombomodulin, CD39, CD73) or prothrombotic proteins (heparanase, 
hyaluronidase, angiotensin-converting enzyme 2, von Willebrand factor). 
Verification of immunohistochemical markers differentially expressed in control 
and model animals should be conducted using electron microscopy of adjacent 
vascular segments to establish associative and correlative relationships between 
molecular and pathomorphological markers.
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вает развитие хронического стерильного системно-
го воспаления низкой интенсивности (в частности, 
отмечаемого при патологическом старении орга-
низма) и атеросклероза [1, 11, 12, 17–21]; кроме 
того, провоспалительный эндотелиальный фено-
тип наблюдается и при остром системном воспале-
нии (к примеру, при сепсисе) [8, 9, 13]. Протромбо-
тическая дисфункция эндотелия наблюдается при 
COVID-19, тромботической тромбоцитопениче-
ской пурпуре, гемолитико-уремическом синдроме 
и приводит к формированию тромбов (к примеру, 
вызывая развитие артериального тромбоза при 
COVID-19 или тромбоза глубоких вен) [8, 9, 13]. 
Таким образом, каждому из патофизиологических 
фенотипов дисфункции эндотелия соответствует 
свой клинический фенотип, хотя внутри одного 
клинического фенотипа может наблюдаться сочета-
ние патофизиологических фенотипов дисфункции 
эндотелия (в частности, при COVID-19) с различ-
ным их вкладом в развитие патологического про-
цесса и его последствий. С учетом постепенного 
старения населения развитых стран (включая РФ) 
и увеличения в них доли населения пожилого и 
старческого возраста актуальность всех видов дис-
функции эндотелия в ближайшее время будет толь-
ко возрастать, что требует разработки и апробации 
соответствующих видов терапии.

Проблемы определения дисфункции эндоте-
лия на текущем этапе развития науки

Разработка подходов к коррекции дисфункции 
эндотелия при помощи изменения образа жизни 
или фармакологических вмешательств прежде все-
го требует объективной методологии ее определе-
ния. Несмотря на определенные успехи в определе-
нии циркулирующего маркера протромботической 
дисфункции эндотелия (нерасщепленных протеа-
зами гемостатически активных высокомолекуляр-
ных мультимеров фактора фон Виллебранда), до-
стигнутые российскими учеными [22–25], надеж-
ные циркулирующие маркеры вазоспастической и 
провоспалительной дисфункции эндотелия в науч-
но-исследовательской и клинической практике на 
данный момент отсутствуют [1]. Предполагаемые 
циркулирующие биохимические маркеры (NO2/
NO3, тетрагидробиоптерин, L-аргинин, асимме-
тричный и симметричный диметиларгинин) in vivo 
отражают исключительно нарушения метаболизма 
монооксида азота (NO), но не свидетельствуют о 
наличии или отсутствии дисфункции эндотелия как 
таковой, обладая не самой высокой чувствитель-
ностью и специфичностью [1]. Аналогичные про-
блемы актуальны и при использовании циркулиру-
ющих маркеров провоспалительной дисфункции 
эндотелия (интерлейкин-6, интерлейкин-8, MCP-1/
CCL2 и растворимые молекулы клеточной адгезии 
sVCAM-1 и sICAM-1), которые не являются спец-

ифичными для эндотелия in vivo (так как выделя-
ются и другими клеточными популяциями) либо 
характеризуются недостаточной концентрацией в 
сыворотке крови для стабильной детекции методом 
иммуноферментного анализа [1]. Продолжаются 
споры и в отношении инструментальных методов 
диагностики вазоспастической дисфункции эндоте-
лия, поскольку при всем их разнообразии они осно-
ваны либо на инвазивных (коронарная ангиография, 
внутрисосудистое ультразвуковое исследование, 
канюляция плечеголовного ствола), дорогостоящих 
и недостаточно широко распространенных вмеша-
тельствах (позитронно-эмиссионная томография, 
магнитно-резонансная томография), либо недоста-
точно стандартизируемы (пальцевая плетизмогра-
фия, измерение зависимой от потока вазодилатации 
плечеголовного ствола, оценка расширения артерий 
сетчатки под воздействием мерцающего света) [1]. 

Альтернативой циркулирующим маркерам или 
инструментальным методам исследования дисфунк-
ции эндотелия при проведении патофизиологиче-
ского моделирования или доклинических испытаний 
могут стать клеточные маркеры, которые: 1) предо-
ставляют возможность визуального подтверждения 
дисфункции эндотелия и оценки корреляции имму-
ногистохимических маркеров с данными объектив-
ного контроля посредством электронной микроско-
пии; 2) обладают значительно более высокой специ-
фичностью вследствие прямой детекции в дисфунк-
циональной клетке и (в ряде случаев) более высо-
кой чувствительностью за счет высокой локальной 
концентрации и отсутствия разбавления молекулы 
в системном кровотоке. Помимо этого, определе-
ние ультраструктурных и иммуногистохимических 
признаков дисфункции эндотелия дает возможность 
оценить их корреляцию с циркулирующими марке-
рами этого патологического процесса. Выявление 
маркеров дисфункциональных эндотелиальных кле-
ток позволит осуществлять анализ выраженности 
дисфункции эндотелия при моделировании различ-
ных патологических состояний, а также выполнять 
оценку эффективности фармакологической коррек-
ции дисфункции эндотелия и ее вклада в нормализа-
цию клеточного, тканевого и системного гомеостаза 
в эксперименте. В число потенциальных клеточных 
(вернее, ассоциированных с ЭК) маркеров дисфунк-
ции эндотелия входят несколько групп белков, кото-
рые будут рассмотрены далее.

Потенциальные маркеры вазоспастической 
дисфункции эндотелия 

Поскольку ключевым аспектом вазоспастиче-
ской дисфункции эндотелия является снижение 
способности эндотелиальных клеток вырабатывать 
монооксид азота (NO), являющийся ключевым ва-
зодилататором, целесообразно оценивать экспрес-
сию эндотелиальной NO-синтазы (eNOS) и ее фос-
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форилированной формы в позиции треонин-495, 
свидетельствующей об ингибировании ее актив-
ности [26–30]. Такой подход позволяет провести 
анализ синтеза данного фермента в ЭК в результате 
трансляции на рибосомах и его функционально зна-
чимые посттрансляционные модификации (в число 
которых также входит снижающее его активность 
фосфорилирование в позициях серин-113/117 и 
повышающее его активность фосфорилирование 
в позициях серин-632 и серин-1176/1177) [31–36]. 
Следует отметить, что транскрипционная регуля-
ция синтеза эндотелиальной NO-синтазы в первую 
очередь осуществляется механочувствительными 
транскрипционными факторами KLF2 [37–40], 
KLF4 [40, 41] и NRF2 [42], снижение экспрессии 
которых также свидетельствует о развитии ва-
зоспастической дисфункции эндотелия.

In vivo следует отметить невозможность измере-
ния количества самого монооксида азота поскольку 
молекула NO после своего биосинтеза существует 
лишь несколько секунд [26]. Помимо оценки ком-
понентов цепи синтеза NO, при оценке вазоспасти-
ческой дисфункции эндотелия представляется так-
же проводить анализ функциональной активности 
активных форм азота (reactive nitrogen species) [26]. 
К ним, в частности, относится пероксинитрит 
(ONOO−), образующийся при разобщении сигналь-
ного пути эндотелиальной NO-синтазы, когда дан-
ный фермент «переключается» на синтез суперокси-
да (O2•−) вместо NO [26]. Пероксинитрит (ONOO−) 
в таком случае образуется из супероксида, генери-
руемого при разобщении сигнального пути эндоте-
лиальной NO-синтазы, и синтезируемого свобод-
ного NO [26]. Другими активными формами азота 
являются •NO2 и N2O3, образующиеся при реакциях 
пероксинитрита (ONOO−) с другими химически-
ми соединениями [26]. Все активные формы азота 
также имеют очень короткий период жизни, и мар-
керами вызываемого ими нитрозативного стресса 
(по аналогии с индуцируемым активными форма-
ми кислорода окислительным стрессом) являются 
3-нитротирозин и 6-нитротриптофан [26]. Кроме 
того, поскольку нитрозативный стресс неразрывно 
связан с окислительным стрессом через избыточ-
ный синтез супероксида при разобщении сигнально-
го пути NO-синтазы, при анализе вазоспастической 
дисфункции эндотелия также целесообразен анализ 
функциональной активности активных форм кис-
лорода посредством иммуногистохимического ана-
лиза экспрессии связанных с малондиальдегидом 
или метилглиоксалем белков, так как данная моди-
фикация отражает метаболизм свободных радика-
лов (супероксида O2•−, пероксида водорода H2O2, 
гидроксил-радикала •OH и синглетного кислорода 
1[O2]) [26]. Другими маркерами активности свобод-
ных радикалов, которые также могут отражать раз-
витие дисфункции эндотелия, являются NADPH-ок-

сидаза и ксантиноксидаза, способствующие синтезу 
супероксида и пероксида водорода [11, 43]. Из семи 
изоформ NADPH-оксидазы в ЭК наиболее активно 
синтезируются NOX1, NOX2, NOX4 и NOX5, повы-
шенная экспрессия которых может свидетельство-
вать о развитии дисфункции эндотелия [43–47].

На основании вышеуказанного можно заклю-
чить, что иммуногистохимический анализ раз-
вития вазоспастической дисфункции эндотелия 
может подразумевать измерение экспрессии эн-
дотелиальной NO-синтазы и ее фосфорилирован-
ных форм (серин-113/117, треонин-495, серин-632, 
серин-1176/1177), механочувствительных транс-
крипционных факторов KLF2, KLF4 и NRF2, 3-ни-
тротирозина и 6-нитротриптофана, связанных с 
малондиальдегидом или метилглиоксалем белков 
(или иных маркеров окислительного стресса), а 
также ксантиноксидазы и изоформ NADPH-окси-
дазы NOX1, NOX2, NOX4 и NOX5.

Потенциальные клеточные маркеры провос-
палительной дисфункции эндотелия

Наиболее широкий спектр потенциальных мар-
керов характерен для провоспалительной дисфунк-
ции эндотелия. Первой группой подобных маркеров 
являются собственно пан-эндотелиальные маркеры 
(трансмембранные молекулы клеточной адгезии, 
детектируемые во всех видах ЭК) – CD31/PECAM1 
и VE-кадгерин, первый из которых окрашивает все 
поверхности ЭК, а второй – только латеральные [48]. 
Экспрессия данных молекул существенно снижается 
при развитии ЭндоМТ, являющегося одним из моле-
кулярных последствий провоспалительной дисфунк-
ции эндотелия [6, 48–50]. ЭндоМТ представляет 
собой постепенную трансдифференцировку эндоте-
лиальных клеток в мезенхимальные, сопровождаю-
щуюся повышением экспрессии транскрипционных 
факторов Snail, Slug, TWIST1 и ZEB1, потерей мар-
керов эндотелиальных клеток (к примеру, молекул 
клеточной адгезии PECAM-1/CD31 и VE-кадгерина/
CD144, гранул фактора фон Виллебранда в цитоплаз-
ме, транскрипционный фактор ERG) и приобрете-
нием маркеров мезенхимального фенотипа (фибро-
бласт-ассоциированного белка, фибробласт-спец-
ифичного белка, альфа-актина гладких мышц) с 
кратным увеличением виментина и параллельным 
повышением способности к синтезу белков внекле-
точного матрикса [48–50]. В то же время следует от-
метить, что ЭндоМТ, по сути, является скорее резуль-
татом дисфункции эндотелия, чем сопровождающим 
ее развитие событием; кроме того, in vitro экспрессия 
данных молекул при развитии провоспалительной 
дисфункции эндотелия не изменяется [51–54], хотя 
есть и противоположные данные [55]. С точки зре-
ния определения провоспалительной дисфункции 
эндотелия может быть интересна экспрессия факто-
ра фон Виллебранда, который детектируется в тель-
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цах Вайбеля-Паладе в цитоплазме ЭК и теряется при 
ЭндоМТ, который специфичен для провоспалитель-
ной дисфункции [48–50]; таким образом, становится 
теоретически возможным дифференцировать про-
воспалительную дисфункцию эндотелия (при кото-
рой внутриклеточная экспрессия фактора фон Вил-
лебранда будет снижаться) от протромботической 
(при которой она будет увеличиваться). Собственно 
процесс ЭндоМТ может детектироваться путем им-
муногистохимического окрашивания на его спец-
ифичные транскрипционные факторы Snail, Slug, 
Twist1 и Zeb1 [48–50].

На более ранних стадиях развития провоспа-
лительной дисфункции эндотелия целесообразно 
оценивать экспрессию основных провоспалитель-
ных транскрипционных факторов, а именно NF-
κB [56], IRF1 [57], IRF3 [58], IRF5 [59], IRF7 [58], 
AP-1 [56], ATF1 [60], ATF2 [61], ATF3 [62], ATF4 [63], 
ATF6 [64], EGR-1 [65, 66], EGR-3 [67], STAT1 [68], 
STAT3 [69] и STAT4 [70], а также активируемой 
транскрипционным фактором NF-κB инфламмасомы 
NLRP3 [71–74]. Кроме того, снижение экспрессии 
указанных выше механочувствительных транскрип-
ционных факторов KLF2 [75–78], KLF4 [41, 79–81] 
и NRF2 [82–84] также способствует провоспали-
тельной активации ЭК. Результатом активации ука-
занных сигнальных каскадов является повышение 
выделения ЭК индуцибельных провоспалитель-
ных цитокинов (интерлейкина-6, интерлейкина-8 
и фактора привлечения моноцитов MCP-1/CCL2) 
и увеличение экспрессии индуцибельных молекул 
клеточной адгезии (VCAM-1, ICAM-1 и E-селек-
тин), связывающихся со своими мембрансвязанны-
ми лигандами на лейкоцитах (VLA-4/CD49d, Mac-
1/CD11b+CD18, LFA-1/CD11a и PSGL-1/CD162) и 
обеспечивающих роллинг, адгезию и трансэндоте-
лиальную миграцию лейкоцитов [85–88]. Наруше-
ние целостности межклеточных контактов, повы-
шение сосудистой проницаемости и миграция мо-
ноцитов в интиму в сочетании с провоспалитель-
ным профилем молекул, выделяемых эндотелием 
в микроокружение, также может способствовать 
изменению химического состава базальной мем-
браны [89, 90]. В норме базальная мембрана со-
держит ряд изоформ ламинина (главным образом 
ламинин-411 и ламинин-511), коллаген IV и XVIII 
типа, нидогены/энтактины, перлекан, фибронек-
тин, фактор фон Виллебранда, а также некоторое 
количество факторов роста, протеаз (матриксные 
металлопротеиназы и ADAM/ADAMTS) и их тка-
невых ингибиторов, обеспечивающих ее физио-
логическое ремоделирование [89, 90]. Основными 
интегринами, обеспечивающими связывание ЭК с 
указанными компонентами базальной мембраны, 
являются α1β1 и α2β1 (связывание с коллагеном 
IV типа), α3β1, α6β1 и α6β4 (связывание с коллаге-
ном IV типа, ламининами, нидогенами и перлека-

ном), α4β1 и α5β1 (связывание с фибронектином, 
α9β1 (связывание с фибронектином, тромбоспон-
дином и тенасцином), αvβ3 и αvβ5 (связывание с 
RGD-пептидами витронектина, фибронектина, фи-
бриногена, нидогенов, фактора фон Виллебранда и 
коллагена IV типа) [89, 90]. Как правило, выражен-
ность экспрессии интегринов в ЭК соответствует 
обилию соответствующих компонентов в базаль-
ной мембране [89, 90]. Изменение экспрессии ука-
занных компонентов базальной мембраны, отража-
ющее ее текущее действующее функциональное 
состояние, вероятно, способно свидетельствовать 
и о дисфункции эндотелия. 

Таким образом, иммуногистохимический ана-
лиз провоспалительной дисфункции эндотелия 
может включать анализ ЭндоМТ (оценку CD31, 
VE-кадгерина как маркера ЭК и N-кадгерина как 
маркера мезенхимальных клеток, а также транс-
крипционных факторов ЭндоМТ Snail, Slug, Twist1 
и Zeb1), провоспалительных транскрипционных 
факторов (NF-κB, IRF1, IRF3, IRF5, IRF7, AP-1, 
ATF1, ATF2, ATF3, ATF4, ATF6, EGR-1, EGR-3, 
STAT1, STAT3 и STAT4), NLRP3-инфламмасомы, 
механочувствительных транскрипционных факто-
ров (KLF2, KLF4, NRF2), индуцибельных молекул 
клеточной адгезии (VCAM1, ICAM1, E-селектин), 
компонентов базальной мембраны (ламинин, кол-
лаген IV типа, нидоген-1, нидоген-2, перлекан, фи-
бронектин) и основных эндотелиальных интегри-
нов (α2β1, α3β1, α5β1, α9β1, αvβ3, αvβ5).

Потенциальные маркеры протромботиче-
ской дисфункции эндотелия

Протромботическая дисфункция эндотелия в 
первую очередь характеризуется потерей его атром-
богенных свойств [13, 91–96], среди причин которой 
следует выделить нарушение структуры и функции 
гликокаликса [11, 91, 97–99]. В норме эндотелиаль-
ный гликокаликс представляет собой желеобразную 
или сетчатую структуру толщиной от 0,5 до 5 мкм 
на апикальной стороне плазматической мембраны 
ЭК, состоящую из протеогликанов, гликопротеинов, 
гликолипидов и гликозаминогликанов и предотвра-
щающую контакт мембраны ЭК с циркулирующей 
кровью, в том числе с тромбоцитами и лейкоцита-
ми. Основными компонентами эндотелиального 
гликокаликса являются отрицательно заряженные 
гликозаминогликаны (гепарансульфат, хондроитин-
сульфат, дерматансульфат, кератансульфат, гиалу-
роновая кислота), трансмембранные (синдекан-1, 
синдекан-2, синдекан-4), липидсвязанные (глипи-
кан-1) или секретируемые (мимекан и перлекан) 
протеогликаны, при этом состав эндотелиального 
гликокаликса существенно варьирует в зависимости 
от интенсивности кровотока и, соответственно, от 
типа сосуда [11, 91, 97–99]. Методы визуализации 
эндотелиального гликокаликса включают электрон-
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ную микроскопию, атомно-силовую микроскопию и 
иммуногистохимическое или иммунофлюоресцент-
ное окрашивание агглютинином-1 Ulex Europaeus 
(UEA-1) за счет его связывания с фукозилированны-
ми гликанами гликокаликса [99]. Помимо отталкива-
ния тромбоцитов за счет отрицательного заряда, за 
счет большого количества гепарансульфата эндоте-
лиальный гликокаликс также связывает и активиру-
ет антитромбин III, который является ингибитором 
ряда тромботических факторов (тромбина, факторов 
IXa, Xa, XIa и XIIa) [11, 100–102]. Повреждения эн-
дотелиального гликокаликса являются характерны-
ми для COVID-19, инициируются связыванием по-
ложительно заряженной S1-субъединицы Spike-бел-
ка SARS-CoV-2 с отрицательно заряженными про-
теогликанами гликокаликса и мембрансвязанным 
ангиотензинпревращающим ферментом 2 (ACE2) 
и обусловлены повышенным синтезом ЭК соответ-
ствующих ферментов (гепараназы, гиалуронидаз 
и нейраминидазы) за счет активации сигнального 
пути TGF-β [91, 93]. 

Кроме того, ЭК экспрессируют ингибитор тканево-
го фактора (фактора III или тромбопластина) – сери-
новую протеазу, ограничивающую связанную с дан-
ным тромботическим фактором коагуляцию [11, 102]. 
Также ЭК характеризуются конститутивной экс-
прессией тромбомодулина – мембрансвязанного 
белка, связывающего циркулирующий тромбин и 
повышающего его аффинность к антикоагулянтно-
му белку С [11, 102]. В совокупности активирован-
ные белки C и S ингибируют факторы коагуляции 
Va и VIIIa [11, 102]. Наконец, эктонуклеазы на мем-
бране ЭК (CD39 и CD73) преобразовывают АТФ и 
АДФ в аденозин, ингибирующий коагуляционную 
активность тромбоцитов за счет повышения в них 
содержания цАМФ, по аналогии с выделяемыми 
ЭК в системный кровоток монооксидом азота и про-
стациклином [11, 102, 103]. В отношении гемоста-
тически активных высокомолекулярных мультиме-
ров фактора фон Виллебранда стоит отметить, что 
их формирование при физиологическим состоянии 
эндотелия в значительной степени ограничивает-
ся протеазой ADAMTS13 [13]. При поражении ЭК 
SARS-CoV-2 было показано увеличение экспрессии 
фактора коагуляции V, тромбина и фибриногена 
вместе со снижением синтеза ингибитора тканевого 
фактора [91, 104]. Повышение экспрессии тромбо-
модулина и NO в сочетании со снижением экспрес-
сии ингибитора активатора плазминогена (PAI-1) 
ЭК также контролируется атеропротективными ме-
ханочувствительными транскрипционными факто-
рами (KLF2, KLF4 и NRF2) [39, 81, 105, 106].

Исходя из вышеуказанного, иммуногистохими-
ческий анализ протромботической дисфункции эн-
дотелия может основываться на оценке экспрессии 
компонентов эндотелиального гликокаликса (при 
помощи иммунофлюоресцентного окрашивания 

UEA-1, связывающегося с фукозилированными гли-
канами, или стандартного иммуногистохимического 
окрашивания на синдекан-1, гепарансульфат, хон-
дроитинсульфат, гиалуроновую кислоту, перлекан и 
глипикан-1), а также на оценке экспрессии его ан-
титромботических (антитромбин III, ингибитор тка-
невого фактора, тромбомодулин, CD39, CD73) или 
протромботических белков (гепараназа, гиалурони-
даза, ангиотензинпревращающий фермент 2, фактор 
фон Виллебранда). Следует отметить, что «золотым 
стандартом» для оценки состояния эндотелиального 
гликокаликса является электронная микроскопия. 

Верификация иммуногистохимических мар-
керов дисфункции эндотелия

Несмотря на достаточно высокую чувствитель-
ность и специфичность иммуногистохимического 
окрашивания, выявляемые таким образом маркеры 
тем не менее нуждаются в подтверждении незави-
симым методом. Наиболее высоким потенциалом 
в отношении патоморфологической диагностики 
обладает электронная микроскопия, поскольку ее 
разрешение позволяет одновременно определять 
геометрию самой эндотелиальной клетки и ее ядра, 
степень прикрепления клетки к базальной мембра-
не, целостность плазматической и базальной мем-
браны, наличие или отсутствие патологической 
вакуолизации, определять контрастность между 
ядром и цитоплазмой, визуализировать органеллы 
и исследовать межклеточные контакты. По этой 
причине для верификации дифференциально экс-
прессируемых между нормальными и дисфункци-
ональными эндотелиальными клетками маркеров и 
для сопоставления иммуногистохимических и уль-
траструктурных признаков дисфункции эндотелия 
целесообразно использовать электронно-микроско-
пический анализ прилежащих сосудистых сегмен-
тов. Для подобной электронно-микроскопической 
валидации может быть использовано окрашивание 
цельных сегментов тканей тяжелыми металлами с 
их последующим заключением в эпоксидную смо-
лу, шлифовкой и полировкой эпоксидных блоков и 
визуализацией при помощи сканирующей электрон-
ной микроскопии в обратно-рассеянных электронах 
(так называемый метод EM-BSEM) [107–110]. 

Данная технология позволяет проводить анализ 
цельных тканей независимо от наличия или отсут-
ствия минеральных или металлических включений, 
осуществлять фенотипирование всех составляющих 
органы и ткани клеточных популяций и оценивать 
состояние внеклеточного матрикса, в том числе от-
дельных его компонентов (к примеру, базальной 
мембраны, эластических волокон мышечной обо-
лочки артерий и коллагеновых волокон адвентиции). 
Наибольшую эффективность технология EM-BSEM 
имеет для визуализации полых органов с диаметром 
стенки до 400 мкм (в том числе сосудов лаборатор-
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ных животных), поскольку относительно малая тол-
щина сосудистой стенки позволяет применять весь 
комплекс контрастирующих химических веществ: 
тетраоксид осмия в сочетании с ферроцианидом ка-
лия, тиокарбогидразид, повторно тетраоксид осмия, 
фосфорновольфрамовую кислоту и соли лантаноидов 
в сочетании с уранилацетатом и цитратом свинца (по-
следний применяется уже после заключения цельно-
го сегмента ткани в эпоксидную смолу). Основными 
преимуществами метода EM-BSEM являются: 1) воз-
можность проводить электронно-микроскопическое 
исследование клеточных популяций и внеклеточного 
матрикса в достаточно высоком для патоморфологии 
разрешении (с увеличением до 30 000 крат) и без по-
тери анализируемого биоматериала (то есть по всей 
площади забранной изначально ткани); 2) возмож-
ность получения стандартизированных изображений 
высокого разрешения для разработки инструментов 
искусственного интеллекта (к примеру, нейронных 
сетей) с целью автоматизации патоморфологическо-
го анализа; 3) послойное шлифование эпоксидных 
блоков позволяет осуществлять последовательную 
съемку препаратов тканей на различной глубине с 
дальнейшей виртуальной реконструкцией трехмер-
ной структуры ткани (что особенно применимо при 
анализе лизиса базальной мембраны и эластических 
волокон мышечной оболочки артерий, сопровождаю-
щей старение человека и животных).

Другим важным аспектом верификации марке-
ров дисфункции эндотелия является сравнение мар-
керов макрососудистого эндотелия (к примеру, по-
крывающего интиму аортального эндотелия) и ми-
крососудистого эндотелия (на примере эндотелия 
vasa vasorum в адвентиции аорты и периаортальной 
жировой ткани). Несмотря на то, что маркеры дис-
функции эндотелия в макрососудистых и микросо-
судистых эндотелиальных клетках могут до некото-
рой степени отличаться вследствие молекулярной 
гетерогенности эндотелия, подобное сопоставление 
позволяет исключить феномен «краевого эффекта», 
когда эндотелий сосудистых срезов приобретает 
ложноположительное окрашивание за счет неспец-
ифической адгезии антител к краю интимы.

Заключение
Подводя итог анализу потенциальных клеточ-

ных маркеров дисфункции эндотелия, представля-
ется конструктивным выделить следующие тезисы:

1. Вследствие многообразия пусковых факто-
ров, молекулярных последствий и патологических 
признаков дисфункции эндотелия ее можно клас-
сифицировать на:

• вазоспастическую (которая в первую очередь 
сопровождается патологической вазоконстрикци-
ей вследствие снижения количества, активности и/
или биодоступности выделяемых вазодилататоров, 
в особенности NO)

• провоспалительную (при которой преиму-
щественно повышается количество выделяемых 
провоспалительных цитокинов, увеличивается 
экспрессия молекул клеточной адгезии, при про-
грессировании – развивается ЭндоМТ, нарушается 
целостность межклеточных контактов и повышает-
ся сосудистая проницаемость)

• протромботическую (при которой преобла-
дающим звеном патогенеза является потеря или 
критическое снижение атромбогенных свойств эн-
дотелиального гликокаликса и белков клеточной 
мембраны)

2. Каждый из указанных видов дисфункции 
эндотелия обладает определенным набором веро-
ятных клеточных маркеров, один или несколько 
из которых могут специфично отражать ее разви-
тие, при этом данные маркеры могут пересекаться 
между различными видами дисфункции. К приме-
ру, выделяемые эндотелиальными клетками NO и 
простациклин (простагландин I2) также играют 
достаточно важную роль в противодействии тром-
бообразования (не ограничиваясь исключительно 
вазодилатирующим эффектом). В сравнении с цир-
кулирующими маркерами дисфункции эндотелия 
клеточные маркеры обладают большей специфич-
ностью и могут быть напрямую верифицированы 
при помощи электронно-микроскопического ана-
лиза прилежащих сосудистых сегментов. Скри-
нинговое исследование клеточных маркеров дис-
функции эндотелия целесообразно осуществлять 
посредством иммуногистохимического окрашива-
ния с последующим ассоциативным и корреляци-
онным анализом наиболее специфичных маркеров 
и ультраструктурных изменений, наблюдаемых 
при электронной микроскопии. Объективность 
электронно-микроскопического анализа при этом 
гарантируется за счет использования метода EM-
BSEM, позволяющего проводить визуализацию 
цельных сосудистых сегментов. При иммуноги-
стохимическом и электронно-микроскопическом 
исследовании необходимо сопоставлять выражен-
ность белковой экспрессии и ультраструктурные 
изменения макрососудистого (интимального) и 
микрососудистого эндотелия (формирующего vasa 
vasorum адвентиции) во избежание «краевого эф-
фекта», наблюдаемого при иммуногистохимиче-
ском окрашивании.

3. В качестве вероятных иммуногистохимиче-
ских маркеров вазоспастической дисфункции эн-
дотелия представляется важным рассмотреть:

• снижение экспрессии эндотелиальной NO-син-
тазы и изменение экспрессии ее фосфорилирован-
ных форм (серин-113/117, треонин-495, серин-632, 
серин-1176/1177);

• снижение экспрессии атеропротективных ме-
ханочувствительных транскрипционных факторов 
(KLF2, KLF4 и NRF2);
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• повышение экспрессии маркеров нитрозатив-
ного стресса (3-нитротирозин и 6-нитротриптофан) 
и окислительного стресса (связанные с малонди-
альдегидом или метилглиоксалем белки, ксанти-
ноксидаза и изоформы NADPH-оксидазы NOX1, 
NOX2, NOX4 и NOX5).

4. Возможными иммуногистохимическими мар-
керами провоспалительной дисфункции эндотелия 
являются:

• повышение экспрессии N-кадгерина (маркера 
мезенхимальных клеток) в сочетании с потерей эн-
дотелиальных маркеров (CD31 и VE-кадгерина);

• повышение экспрессии транскрипционных 
факторов ЭндоМТ (Snail, Slug, Twist1 и Zeb1);

• повышение экспрессии провоспалительных 
транскрипционных факторов (NF-κB, IRF1, IRF3, 
IRF5, IRF7, AP-1, ATF1, ATF2, ATF3, ATF4, ATF6, 
EGR-1, EGR-3, STAT1, STAT3 и STAT4);

• повышение экспрессии белка NLRP3 как мар-
кера формирования инфламмасом;

• снижение экспрессии атеропротективных ме-
ханочувствительных транскрипционных факторов 
(KLF2, KLF4 и NRF2);

• повышение экспрессии индуцибельных молекул 
клеточной адгезии (VCAM1, ICAM1, E-селектин);

• изменение экспрессии компонентов базальной 
мембраны (ламинин, коллаген IV типа, нидоген-1, 
нидоген-2, перлекан, фибронектин) и эндотелиаль-
ные интегрины (α2β1, α3β1, α5β1, α9β1, αvβ3, αvβ5). 

5. Иммуногистохимические маркеры протром-
ботической дисфункции эндотелия могут включать 
в себя:

• снижение экспрессии компонентов эндотели-
ального гликокаликса (фукозилированные гликаны, 

синдекан-1, гепарансульфат, хондроитинсульфат, 
гиалуроновую кислоту, перлекан и глипикан-1);

• снижение экспрессии антитромботических 
белков (антитромбин III, ингибитор тканевого фак-
тора, тромбомодулин, CD39, CD73);

• повышение экспрессии протромботических 
белков (гепараназа, гиалуронидаза, ангиотензинпре-
вращающий фермент 2, фактор фон Виллебранда).
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